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The invention relates to novel pharmaceutical forms for antibiotics containing amino sugar, amphotericin B,
daunorubicin and doxorubicin, in which the known side effects are reduced and which can be used in a
simple manner. The antimycotic agent B is nephrotoxic. The cytostatic agents daunorubicin and
doxorubicin are highly cardiotoxic. The novel pharmaceutical forms are antibiotic-starch conjugates,
wherein the antibiotic is combined with the polysaccharide at the reducing end thereof by means of a
peptide bond. According to the invention, said bond is carried out by means of J2-oxidation of the starch
derivative at the reducing end thereof in an aqueous alkaline solution, and by coupling the starch derivative
oxidised thereby to the antibiotic in an organic solution. The conjugates obtained are less toxic.; The
polysaccharide part can be decomposed by serum- alpha -amylase and the peptide bond can be accessed
by an enzymatic attack.
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Wasserldsliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum in Form eines Pol ysaccharid-Konjugats

Die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B,
Daunorubicin und Doxorubicin sind trotz gravierender
Nebenwirkungen von gro3em therapeutischen Nutzen.
Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch.
Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark
kardiotoxisch. Es sollten neue Arzneiformen dieser Anti-
biotika gefunden werden, bei welchen diese Nebenwir-
kungen reduziert sind und welche unkompliziert anwend-
bar sind. Die Arzneiformen sollen in hoher Ausbeute ko-
stenglinstig herstellbar sein.

Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjuga-
te, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an des-
sen reduzierendem Ende Uber eine Peptidbindung ver-
knlpft ist. VerfahrensmalRlig erfolgt diese Bindung Uber
Jo-Oxidation des Starkederivats an seinem reduzierenden
Ende in wassriger alkalischer Losung und anschlieBender
Kopplung des so oxidierten Starkederivats an das Anti-
biotikum in organischer Lésung. Die erhaltenen Konjuga-
te sind weniger toxisch. Der Polysaccharid-Anteil ist
durch Serum-o-Amylase abbaubar und die Peptidbin-
dung einem enzymatischen Angriff zugéanglich.

Neue derivatisierte Antibiotika in Form von Starke-Konju-
gaten.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft wasserltsliche, oral oder parenteral applizierbare Zubereitungen von einen
Aminozucker aufweisenden Antibiotika in Form eines Konjugats mit einem Polysaccharid auf Basis von Stirke oder
Stédrkederivaten, insbesondere Hydroxymethylstirke, Hydroxyethylstirke und Hydroxypropylstérke, sowie ein Verfah-
ren zu deren kostengiinstiger Herstellung in hoher Ausbeute. Besonders bevorzugt als Polysaccharid ist Hydroxyethyl-
stirke. Als Antibiotika mit einem Aminozucker kommen insbesondere Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin
in Betracht, welche allesamt eine Aminogruppe in Cs-Position des Amionozuckeranteils aufweisen.

[0002] Die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin finden in der Therapie
breite Anwendung und stellen oft das Mittel der Wahl dar, obwohl sie teils gravierende Nebenwirkungen zeigen. Ampho-
tericin B wir Uiberwiegend parenteral appliziert, Daunorubicin und Doxorubicin miissen zwingend i. v. verabreicht wer-
den.

[0003] Amphotericin B ist ein aus Streptomyces nodosus isoliertes Polyen-Antibiotikum. Chemisch handelt es sich um
ein makrocyclisches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugierten Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb eines
38-gliedrigen Lactonrings, an welchen iiber eine O-glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin gebunden
ist. Amphotericin B ist amphoter und besitzt lipophile und hydrophile Regionen im Molekiil, welche es befdhigen, mit
den in der Cytoplasmamembran von Pilzen enthaltenen Sterolen Komplexe zu bilden, was zu einer Stoérung der Zellper-
meabilitét fithrt. Da Bakterienmembranen keine Sterole enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin B se-
lektiv gegen Pilze gerichtet.
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[0004] Wegen des breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, das praktisch alle menschenpathogenen Pilze um-
faBt, ist es fiir eine systemische Behandlung mykotischer Infektionen beim Menschen das Mittel der Wahl. Insbesondere
bei Patienten, deren Immunsystem beeintrichtigt ist, wie z. B. bei HIV- oder Krebs-Patienten, hat die Behandlung der da-
mit einhergehenden invasiven Pilzinfektionen in den letzten Jahren stark zugenommen.

[0005] Andererseits ist jedoch der Einsaz von Amphotericin B mit teils ziemlich massiven Nebenwirkungen verbun-
den. Bei generalisierten Mykosen und Organmykosen wird Amphotericin B i. v. appliziert, tiblicherweise mit einer tag-
lichen Dosis von 0,5 bis 0,7 mg/kg Korpergewicht. Da aber die Vertréglichkeit von Amphotericin B von Patient zu Pa-
tient unterschiedlich ist, mufl die Dosierung individuell eingestellt bzw. angepafit werden. Dariiber hinaus benédtigen Pa-
tienten mit geschwichtem Immunsystem meist hohere Dosen als {iblich, z. B. tdglich 1 mg/kg Korpergewicht, die bei
schwierigen Verlaufsformen — sofern vertrdglich — bis zu 1,5 mg/kg gesteigert werden kdnnen. Die parenterale Anwen-
dungsdauer kann sich dabei von einigen Wochen bis zu mehreren Monaten hinziehen.

[0006] Im Laufe einer parenteralen Behandlung kommt es dann gewdhnlich zu infusionstypischen Reaktionen, wie
z. B. Fieber, Erbrechen und Schiittelfrost, die gewohnlich symtomatisch behandelt werden, so daf3 eine Unterbrechung
der Infusionsbehandlung nicht erforderlich ist. Weit schwerwiegender sind jedoch die oftmals auftretenden Leber- und
insbesondere Nierenfunktionsstorungen. So fillt etwa zu Beginn einer Therapie die glomeruldre Filtrationsrate stets um
etwa 40% ab. Bei der Mehrzahl der Behandelten bleibt sie iiber die gesamte Therapiedauer hinweg erniedrigt. Entspre-
chend steigen Kreatinin im Serum und Harnstoff im Blut an. Gelegentlich sind sogar iiber die Therapiedauer hinaus ir-
reversible Schiadigungen zu beobachten. Nach zwei- bis dreiwochiger Therapie tritt auch hiufig Andmie auf, die zu Hé-
matoktit-Werten von 25 bis 30% fiihren kann. Die Blutbildverinderungen sind jedoch in der Regel nach Beendigung der
Therapie wieder voll reversibel.

[0007] Wegen seiner Toxizitdt und Nebenwirkungen sollte Amphotericin B daher nur bei lebensbedrohlichen Umstén-
den verabreicht werden. Andererseits stellt es jedoch bei den durch Stérungen des Immunsystems — z. B. bei AIDS oder
nach Organtransplantationen — auftretenden Mykosen héufig das einzig wirksame Mittel dar.

[0008] Trotz hydrophiler Doménen innerhalb des Molekiils weist Amphotericin als ganzes ausgeprigte hydrophobe
Eigenschaften auf, so dal es im physiologischen pH-Bereich in Wasser praktisch unldslich ist. Selbst in organischen Lo-
sungsmitteln ist es nur schwer 16slich. Daher stellen die derzeitigen Handelspréparate relativ kompliziert aufgebaute
Arzneiformen dar, welche mit zusétzlichen Nachteilen behaftet sind. Mit einem geeigneten Losungsvermittler, wie z. B.
Na-Desoxycholat, 148t sich die Ldslichkeit in Wasser erhohen. So liegt z. B. das zur Infusion vorgesehene Originatorpra-
parat von BRISTOL-MYERS SQUIBB (in Deutschland unter der Handelsbezeichnung "Amphotericin B" erhiltlich) als
Trockensubstanz vor, welche in Wasser rekonstituiert werden muf3 und dann als mizellare Dispersion von Amphotericin
B und Na-Desoxycholat in Wasser vorliegt. Um eine applikationsfertige Infusionslosung zu erhalten, kann die so erhal-
tene Stammldsung nur noch mit elektrolytfreien Tragerlosungen, wie z. B. einer 5% Glucoseldsung, bis zur erwiinschten
Endkonzentration verdiinnt werden.

[0009] Dieses Préiparat weist zudem einen nur geringen therapeutischen Index auf, d. h. das Fenster zwischen effekti-
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ver und toxischer Dosis ist sehr schmal. Dariiber hinaus ist, trotz des relativ breiten Wirkungsspektrums von Amphote-
ricin B, dieses Préparat bei bestimmten Krankheitsbildern wenig effektiv, weil die Wirksubstanz den Ort der mykoti-
schen Infektion nicht oder nur in zu kleinen Konzentrationen erreicht, so da Amphotericin B dort seine charakteristische
antifungale Wirkung nicht oder nur unzureichend entfalten kann.

[0010] Um diese Nachteile des Originatorpréparats zu tiberwinden, wurde eine Reihe von Amphotericin B-Priparaten
entwickelt, welche Lipid-Formulierungen darstellen, z. B. Lipidkomplexe mit Amphotericin B, kolloide Dispersionen
von Cholesterylsulfat mit Amphotericin B und liposomal verpacktes Amphotericin B. Alle diese Arzneiformen weisen
zwar einen groferen therapeutischen Index und eine hohere Vertriglichkeit, insbesondere eine geringere Nephrotoxizitét
im Vergleich mit einer herkémmlichen Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung auf, weshalb sie auch in hoéheren
Dosen verabreicht werden kdnnen, dennoch lassen sich bei hohen Dosen die oben beschriebenen Nebenwirkungen nicht
ganz vermeiden.

[0011] Fin gravierender Nachteil solcher Lipidformulierungen von Amphotericin B ist jedoch in den sehr hohen Her-
stellungkosten und den damit verbundenen Handelspreisen zu sehen. Dariiber hinaus miissen diese komplizierten Arz-
neiformen bis zu ihrer applikationsfertigen Form nach wie vor in umsténdlicher Weise rekonstituiert werden. Nicht zu-
letzt wegen dieser Nachteile ist trotz der verbesserten therapeutischen Breite bei den Lipidformulierungen des Ampho-
tericins B eine breite Akzeptanz auf dem Markt ausgeblieben.

[0012] Als weitere Methode, Amphotericin B in eine wasserlosliche Form fiir Injektionszwecke zu tiberfiihren, ist in
der Literatur die Bildung eines Amphotericin B-Arabinogalactan-Konjugats beschrieben (Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, Vol. 43 No. 8, 1999, 1975-1981). Arabinogalactan ist ein aus Larchen gewonnenes wasserlosliches Po-
lysaccharid aus Arabinose- und Galactose-Einheiten im Verhiltnis 1 : 6. Die Bindung von Amphotericin B an Arabino-
galactan erfolgt in 4 Schritten. Zunéchst wird Arabinogalactan einer Perjodat-Oxydation unterzogen, wobei vicinale Hy-
droxylgruppen der Zuckereinheiten unter Ringspaltung in Dialdehyde tiberfiihrt werden. Nach Reinigung der Reaktions-
produkte iiber eine Anionen-Austauschersdule wird die Amino-Gruppe des Mycosamins von Amphotericin B unter Bil-
dung eines Imins (Schiffsche Base) an eine Aldehydgruppe gekoppelt und schlieBlich tiber eine Reduktion mit Hilfe von
Na-Borhydrid die Imin-Gruppe in eine Amin-Gruppe sowie nicht umgesetzte Aldehydgruppen in Hydroxylgruppen
iiberfiihrt.

[0013] Die Kopplungsreaktion wird bei pH 11 ausgefiihrt. Dieser pH-Wert stellt einen Kompromif3 zwischen der Aus-
beute des gebildeten Konjugats einerseits und der Toxizitét des Konjugats andererseits dar. Unterhalb von pH 10 ist Am-
photericin B wasserunloslich und die Ausbeuten sind gering. Ab pH 12 ist Amphotericin B relativ gut wasserloslich, was
hohere Ausbeuten erméglicht, aber das erhaltene Produkt ist toxisch. Toxizitdt war ebefalls zu beobachten, wenn der
letzte Schritt der Na-Borhydrid-Reduktion unterblieb.

[0014] Die Antibiotika Daunorubicin und Doxorubicin gehdren zur Gruppe der Anthracycline und unterscheiden sich
lediglich durch eine Hydroxylgruppe. Sie sind in Wasser 16slich. Doxorubicin wird aus Kulturen des Pilzes Streptomyces
peuceticus var. caesius gewonnen, Daunomycin aus Streptomyces peuceticus oder coeruleorubidus.

H3C7~5-0

Daunorubicin: R=H
Doxorubicin: R =O0H

[0015] Durch ihren Tetracyclin-Rest sind Daunorubicin und Doxorubicin befdhigt, unter Ausbildung sehr stabiler, tiber
ldngere Zeit bestdandiger DNA-Interkalationskomplexe die DNA- und RNA-Synthese zu hemmen. Dariiber hinaus bilden
sie im Rahmen ihrer intrazelluldren Metabolisierung mit Hilfe der Cytochrom-P-450-Reduktase und NADPH Semichi-
non-Radikale, welche ihrerseits weitere Radikalreaktionen auslosen (Superoxidanion- und Hadroxylradikale). Dadurch
gewinnen diese Antibiotika eine ausgeprégte cytostatische Wirkung, weshalb sie als Cytostatika bei der Krebstherapie
eingesetzt werden.

[0016] Da diese Antibiotika nach oraler Applikation nur unzureichend resorbiert werden, miissen sie (streng) i. v. in
Kurzinfusionen tiber 10 bis 15 Minuten verabreicht werden. Thre Verteilung im Organismus erfolgt schnell, wobei die
hochsten Konzentrationen in Herz, Lunge, Milz und Niere nachgewiesen wurden.

[0017] TIhre schnelle Verteilung im Organismus in Verbindung mit der Bildung reaktiver Radikale durch Metabolisie-
rung scheint eine der Ursachen fiir die ausgeprégten toxischen Nebenwirkungen zu sein, wodurch insbesondere das Herz
in Mitleidenschaft gezogen wird.

[0018] Sowohl Doxorubicin als auch Daunorubicin sind ausgesprochen kardiotoxisch. Insbesondere die Kardiotoxitét
vom Spittyp, welche eine dosisabhingige kumulative Organtoxizitit darstellt, ist in der Regel irreversibel und oftmals
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lebensbedrohend. Bei Uberschreiten einer maximalen kumulativen Gesamtdosis, welche bei Erwachsenen bei
550 mg/m? Korperoberfiiche liegt, steigt die Inzidenz der anthracyclininduzierten Kardiomyopathie rasch an, Daher be-
steht ab einer Gesamtdosis von 550 mg/m? Korperoberfliche eine etwa 5% Risiko fiir das Auftreten einer schweren
Herzinsuffizienz. Ist diese kumulatitive Gesamtdosis erreicht, muf die Therapie unterbrochen werden.

[0019] Die Druckschrift DE 690 12 747 T2 offenbart ein wasserlosliches Konjugat eines Polymyxins und eines Tré-
gers, wie beispielsweise ein Polysaccharid, wobei das Konjugat eine GroBe aufweist, die fiir die Verwendung im syste-
mischen Kreislauf geeignet ist. Weiterhin wird die Verwendung dieses Konjugates zur prophylaktischen oder heilenden
therapeutischen Anwendung als Endotoxin-neutralisierendes Mittel, insbesondere als antifugales Mittel und/oder als an-
tibakterielles Mittel. Hinweise auf die Lehre der vorliegenden Erfindung kénnen dieser Druckschrift jedoch nicht ent-
nommen werden.

[0020] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, fiir solche aminozuckerhaltigen Antibiotika
Arzneiformen zur Verfiigung zu stellen, in welchen die spezifischen toxischen Nebenwirkungen reduziert sind, welche
eine gleichmaBigere, kontrollierte Verbreitung im Organismus gewahrleisten und damit eine hohere Dosierung zulassen
und welche dennoch einfach anzuwenden sind. Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein kostengiinstiges
Verfahren zur Herstellung dieser Arzneiformen mit hoher Ausbeute zur Verfiigung zu stellen.

[0021] Uberrschenderweise wurde gefunden, daf sich diese Aufgaben mit einem Konjugat von Stirke oder Stirkede-
rivaten mit solchen Antibiotika 16sen 146t. Als Stirke oder Stirkederivate kommen Amylose (unverzweigt nur mito-1,4-
glykosidischer Verkniipfung) und/oder Amylopektin (verzweigt, zusétzlich mit a-1,6-glykosidischer Verknitipfung) so-
wie insbesondere hydroxyalkylierte Stirke in Betracht. Bei Verwendung von Amylose oder Amylopektin wird im Han-
del erhéltliche sog. "16sliche" Stirke eingesetzt.

[0022] Bei dem erfindungsgemill bevorzugten Einsatz der hydroxyalkylierten Stirken Hydroxymethylstirke, Hy-
droxyethylstdrke und Hydroxypropylstérke kann das mittlere Molekulargewicht (Gew.-Mittel M,) im Bereich zwischen
2000 und 2 - 10° Dalton liegen. Der mittlere Poymerisationsgrad soll jedoch mindestens 15 betragen und in einer bevor-
zugten Ausfiihrungsform bis ca 3000 reichen (entsprechend einem mittleren Molekulargewicht von ca. 5 - 10°). Insbe-
sonders bevorzugt ist der Einsatz von Hydroxyethylstirke.

[0023] Die im Folgenden gemachten Ausfiihrungen mit Hydroxyethylstédrke als besonders bevorzugter Ausfiihrungs-
form gelten in anloger Weise auch fiir Hydroxymethylstdrke und Hydroxypropylstirke.

[0024] Bevorzugt soll in einem erfindungsgemiBen Antibiotikum-HES-Konjugat das Molekulargewicht der HES iiber
der Nierenschwelle fiir HES liegen, d. h. iiber 70000 Dalton. Besonders bevorzugt ist eine HES der Spezifikation 130/mit
einem mittleren Molekulargewicht von 130000 Dalton. Der Substitutionsgrad MS liegt vorzugsweise im Bereich von 0,1
bis 0,8. In bevorzugter Ausfithrungsform liegt der Substitutionsgrad im Bereich von 0,3 bis 0,5. Das bevorzugte C,/Cs-
Verhiltnis liegt im Bereich von 2 bis 12, in besonders bevorzugter Ausfiihrungsform im Bereich von 5 bis 11. Dabei kann
HES sowohl unverzweigt nur mit iiberwiegend o-1,4-glykosidischen Verkniipfungen vorliegen als auch verzweigt mit
sowohl o-1,4-glykosidischen Verkniipfungen als auch o-1,6-glykosidischen Verkniipfungen.

[0025] Ineinem erfindungsgeméBen Konjugat erfolgt verfahrensméBig die Bindung des Polysaccharids an die Amino-
gruppe des Aminozuckers des Antibiotikums, indem die freie, reduzierende Aldehydgruppe des endst4ndigen Polysac-
charid-Molekiils, vorzugsweise mit J,, zu einer Aldonsduregruppe oxydiert wird, welche ihrerseits mit einer freien Hy-
droxylgruppe der endstidndigen Zuckereinheit, vorzugsweise am Cs-Atom der endstidndigen Zuckereinheit, einen Lac-
tonring ausbildet, der dann weiter mit der Aminogruppe des Aminozuckers des Antibiotikums eine Peptidbindung ein-
gehen kann. Im Gegensatz zur Bildung einer Schiffschen Base aus den von einer Perjodat-Oxidation stammenden Alde-
hydresten des Arabinogalactans mit der Aminogruppe des Aminozuckers 148t sich die erfindungsgemafe Kopplungsre-
aktion des Oxydationsprodukts am reduzierenden Ende von HES mit der Aminogruppe des Aminozuckers (z. B. Myco-
samin im Falle von Amphotericin B) mit groer Ausbeute in einem organischen Losungsmittel, z. B. DMSO, ausfiihren,
in welchem z. B. das Antibiotikum Amphotericin B 16slich ist.

; ; :
O
R__(Ij..... if?{ B R__c.....chH R—C\'""/C‘-‘"O
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OH (&mphotericin B)
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| “N—Myc—R'
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[0026] Diese Kopplungsreaktion erwies sich als auerordentlich selektiv und fiihrte mit hoher Ausbeute zu einem An-
tibiotikum-Stérke-Konjugat, welches, anders als bei einer Perjodatoxidation, ein Molverhéltnis zwischen Antibiotikum
und Polysaccharid von 1 : 1 ergibt.

[0027] Das erhaltene Konjugat erwies sich iiberraschenderweise auch als nicht toxisch, so daB sie auch oral applizier-
bar sind. Die Kopplung des Polysaccharid-Trigers, insbesondere von HES, an das Antibiotikum bewirkte auch im Falle
des an sich wasserunloslichen Amphotericin B, dal das Konjugat insgesamt {iber eine ausreichende Wasserloslichkeit
verfiigt. Dies hat zur Folge, dafl die Losung des Konjugats bzw. die Verdiinnung auf die gewiinschte applizierbare End-
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konzentration auch mit elektrolythaltigen Losungsmitteln bzw. Gemischen (z. B. einer Mischung aus isotonischer Koch-
salzlosung und Glucoselosung) erfolgen kann. Da auBerdem das erhaltene Konjugat nicht mehr toxisch ist, lassen sich
damit hohere Dosen, z. B. fiir das Amphotericin B-Konjugat Tagesdosen bis zu 15 mg Amphotericin B-Anteil, applizie-
ren.

[0028] Weil Hydroxyethylstirke ohnedies in groBen Dosen intravents als Plasmaexpander appliziert werden kann,
sind bei der Kopplung von HES und Amphotericin B nicht umgesetzte Anteile von HES physiologisch unbedenklich und
brauchen daher nicht eigens vom Reaktionsprodukt abgetrennt zu werden, was bei der Synthese von groem 6konomi-
schem Vorteil ist. Im Falle des Amphotericin B ist auch keine abschlieBende Hydrierung erforderlich, um das gebildete
Konjugat weniger toxisch zu machen. Dariiber hinaus wurde iiberraschenderwiese gefunden, daB ungebundene Hy-
droxyethylstédrke an sich auf Amphotericin B sogar eine solubilisierende Wirkung ausiibt, wodurch sich mit tiberschiis-
siger HES eine zusitzliche Stabilisierung des antimykotischen Wirkstoffs erzielen 148t.

[0029] Ein weiterer Vorteil eines erfindungsgemiBen Antibiotikum-HES-Konjugats besteht darin, da der Polysccha-
rid-Anteil durch Serum-a-Amylase abbaubar ist. Dieser Abbau ist in der einschlidgigen Literatur zur Pharmokokinetik
der als Plasmaexpander eingesetzten HES ausfiihrlich beschrieben. Dariiber hinaus ist auch die Peptidbindung zwischen
dem Polysaccharid-Anteil und dem Antibiotikum in vivo einem enzymatischen Angriff prinzipiell zugénglich.

[0030] Wie sich aus Untersuchungen an dem als Leit-Mikroorganismus aus dem Spektrum der moglichen Pilzinfekti-
onskeime bekannten Candida albicans zeigte, wiesen die erfindungsgeméBen Konjugate von Amphotericin B den Lipid-
formulierungen vergleichbare Wirksamkeiten auf. Im Hémolysetest an Schafserythrocyten konnte demonstriert werden,
daB die in-vitro-Toxizit4t eines Amphotericin B-HES-Konjugats wesentlich geringer ist als bei handelsiiblichen Ampho-
tericin B-Desoxycholat-Formulierungen.

[0031] Ein maBgeblicher Vorteil eines erfindungsgemiBen Antibiotikum-HES-Konjugats ist darin zu sehen, daf sich
durch geeignete Auswahl von Molekulargewicht, Substitutionsgrad, Substitutionsmuster und Verzweigungsgrad der ein-
gesetzten HES die pharmakokinetischen Eigenschaften des erhaltenen Konjugats praktisch maBgeschneidert auf die Be-
diirfnisse eines jeweiligen Patienten einstellen lassen.

[0032] In den folgenden Beispielen wird das Herstellungsverfahren und die hamolytische Wirkung der bevorzugten
Antibiotikum-HES-Konjugate niher erldutert.

Beispiel 1
Oxydation von HES 130 kD

[0033] 10 g HES (130 kD) werden in ein ReaktionsgefidB gegeben und in einem moglichst geringen Volumen Wasser in
Losung gebracht. Zu dieser Losung werden unter Rithren (Magnetriihrer) 2 ml einer 0,1 N Jod-Losung ca. 3 ml einer 0,1
N NaOH-Losung gegeben. Die Mischung wird solange geriihrt, bis die Farbe, die J, anzeigt, verschwunden ist. Die Zug-
abe von Jod-Losung und/oder NaOH-Losung wird mehrmals wiederholt bis insgesamt 10 ml 0,1 N Jod-Ldsung und
20 ml 0,1 N NaOH-Ldsung zugegeben worden sind. Die erhaltenen Lésung wird sodann iiber eine Na™-Ionenaustau-
schersédule (Amberlite IR 120) gegeben und anschlieBend in einem Dialyseschlauch mit einer AusschluBgrenze von
4-6 kD iiber einen Zeitraum von 20 h gegen destilliertes Wasser dialysiert. Das dialysierte Podukt wird lyophilisiert und
der Oxidationsgrad mit Hilfe der Methode von SOMOGYT ermittelt.

Ermittlung des Oxidationsgrades

[0034] Zur Bestimmung des gebildeten oxydierten HES (ox-HES) wurde das Verfahren von SOMOGYT herangezogen
(Meth. Carbohydrate Chem., 1, 384-386, 1962). Das Verfahren beruht auf der Ermittlung der freien Aldehyd-Gruppen
iiber die Reduktion von Cu?* zu Cu*. Cu* wird mit Hilfe von aus Iodid und Todat gebildetem Iod wieder zu Cu?* oxidiert.
Uberschiissiges Tod wird sodann mittels Thiosulfat titriert.

Beispiel 2
Synthese eines Amphotericin B-HES-Konjugats

[0035] In einem ReaktionsgefiB werden 650 mg (1,5 - 10~ Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca.
100%) und 2,8 mg (3,0 - 107° Mol) Amphotericin B unter Rithren (Magnetriihrer) in ca. 4 ml wasserfreiem DMSO bei
Raumtemperatur unter Np-Atmosphire gelost. Unter Lichtausschlufl wird die Mischung 24 h lang bei 70°C reagieren ge-
lassen. Die Aufarbeitung des Reaktionsprodukts erfolgt unter Lichtausschlufl nach Zugabe von 10 Vol. H,O mittels Dia-
lyse gegen H,O iiber einen Zeitraum von 48 h bei 4°C unter 4-maligem Wechseln des Wassers. Das anschlieBend lyophi-
lisierte Produkt ergab ein schwach gelbliches Pulver.

[0036] Das Kopplungsverfahren wurde mit 3 weiteren Ansétzen wiederholt, wobei sich eine reproduzierbare Ausbeute
fiir die Kopplungsreaktion von ca. 70% ergab. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

DE 10129 369 C 1

Tabelle 1
wasserfreies Reaktionszeit| peoaktions- | Ausbeute an
oxHES Ampho B und . Ampho-HES
P DMSO temperatur bedingungen nach Dialyse
24 h im Dunkeln
Ansatz 1 650 mg 2,8 mg N
B (1,5410-5 Moly | (3,0-10-6 Moy | =4 ml 70°C unter N, | 460mg
24 h im Dunkeln
Ansatz 2 100 g 44,0 mg 5
! (2.4+104 Mol) | (4,7+10-5 Moy | 40 ml 70°C unter N 7.0g
24 h im Dunkeln
Ansatz 3 12,0 g 52,0 mg ~
T 2.8+ 104 Mol | (564105 Moly | =30 m! 70°C unter Ny 84¢
24 h im Dunkeln
Ansatz 4 72 ¢ 31,2 mg -
P (17-104 Moly | (3.4+10-5 Moy | = 20ml 70°C unter N 5lg

[0037] Die erhaltenen Amphotericin B-HES-Konjugate wurden iiber ihr UV-Spektrum charakterisiert (0,5 g/5 ml
H,04est) und zeigten im Bereich von 300-400 nm die fit polymere bzw. mizellare Wechselwirkungen von Amphotericin
B typischen Banden. Im Gegensatz zu freiem Amphotericin B, das in Wasser praktisch unl&slich ist, wiesen die erhalte-
nen Amphotericin-HES-Konjugate eine Wasserloslichkeit von > 0,1 g/5 ml H,O auf.

[0038] Mit Hilfe von LALLS-GPC (Low Angle Laser Light Scattering in Kombination mit Gel-Permeations-Chroma-
tographie) wurden folgende GPC-Kenndaten bestimmt:

Gewichtsgemitteltes Molekulargewicht M,,: 102.700

Zahlenmittel des Molekulargewichts: 36.050

Spitzenfraktion (10%): 24.050

Bodenfraktion (90%): 13.800.

[0039] Diese Kenndaten entsprachen im wesentlichen den Kenndaten der verwendeten HES.

Beispiel 3
Hamolyse-Vergleichstest des Amphotericin B-HES-Konjugats

[0040] Die hamolytische Wirkung des erfindungsgeméBen Ampho-HES-Prépararts wurde im Vergleich mit einer han-
delsiiblichen Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung (" Amphotericin B" von Bristol-Meyers-Squibb, Chargen-Be-
zeichnung: A068), dessen Wirkstoff ab einer Konzentration von 8 pg/ml hamolytisch sein soll (R. Falk et al., Antimicro-
bial Agents and Chemotherapy, 1999, 1975-1981), ermittelt.

[0041] Stammlosung fiir erfindungsgemaiBes Préparat: 11,61 g Ampho-HES (entsprechend einem Gewichtsanteil von
50 mg Amphotericin B) wurden in 50 ml 5% Glucose-Losung (Chargenbez.: 9233A4 der Fa. Braun Melsungen) geldst.
Der Wirkstoffgehalt der so hergestellten Stammlosung betrug 1 mg Amphotericin B pro ml. Von dieser Stamml&sung
wurden gemiB Tabelle 2 drei Verdiinnungen hergestellt und ebenfalls auf ihre hdmolytische Wirkung untersucht.
[0042] Handelsiibliches Vergleichspréiparat (Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung): Eine Flasche a 50 mg
wurde mit 10 ml A. a. injectabilia (Chargenbez.: 0514A63 der Fa. Braun Melsungen) gel6st und in 5% Glucoselésung
auf 0,12 mg/ml Amphotericin B verdiinnt.

[0043] Herstellung der Erythrocytensuspension: Frisch entnommenes humanes Blut wurde etwa mit dem 5-fachen Vo-
lumen steriler 0,9% NaCl-Losung (Chargenbez.: 9055A64 der Fa. Braun Melsungen) verdiinnt und 5 Minuten lang bei
einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 2000 zentrifugiert. Danach wurde die iiberstehende Losung abgesaugt
und die sedimentierten Erythrocyten noch zweimal auf die gleiche Weise behandelt.

[0044] Die so gewaschenen Erythrocyten wurden in einer Neubauer-Zdhlkammer ausgezihlt und — sofern erforderlich
— mit steriler 0,9% NaCl-Losung auf eine Endkonzentration von ca. 5 - 108 Erythrocyten pro ml nachverdiinnt. Diese
Suspension ist laut DIN-Morm bei Raumtemperatur bis zu max. 6 Stunden verwendbar.

[0045] Hémolyse-Vergleichstest: Je 5 ml der zu priifenden Losungen wurden mit 1 ml der obigen Erythrocytensuspen-
sion vermischt, in ein gereinigtes Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und 20 Minuten lang in einem Wasserbad bei 37 + 1°C
inkubiert. Anschliefend wurde 5 Minuten bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 2000 zentrifugiert.

[0046] Von der iiberstehenden Fliissigkeit wurde die Extinktion gemessen. Als Negativkontrollen dienten jeweils 5 ml
der 0,9% NaCl-Losung und der 5% Glucose-Losung, welche mit 1 ml der Erythrocytensuspension vermischt, ebenfalls
20 Minuten lang bei 37 + 1°C inkubiert und dann wie oben zentrifugiert wurden.

[0047] Zur Priifung auf Himolyse wurden in einem Photometer die Extinktionen der jeweiligen Uberstinde gegen die
Negativkontrollen bei einer Wellenldnge von 576 nm unter Verwendung einer Kiivette mit 10 mm Schichtdicke gemes-
sen. Auf Grund der unterschiedlichen Farbungen der Losungen wurden zum Vergleich von den Losungen ohne Erythro-
cytensuspension ebenfalls die Extinktion gemessen.

[0048] Die Ergebnisse der diversen Testansitze sind in Tabelle 2 zusammengefaft.
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Tabelle 2
Prifl Konzentrgt?on Konzentr:at.ion o Extinktion
rutiosung Amphotf:rlcm B A.mphoterlcm B Extinktion 576 nm ohne
der Losung im Testansatz 576 nm Erythrocyten
mg/ml mg/ml
0,9% NaCl - - 0,015 0,000
5% Glucose - - 0,016 0,000
Handelspriparat 0,12 0,1 2,2717 0,008
Ampho HES 0,12 0,1 0,027 0,033
Ampho HES 0,24 0,2 0,061 0,076
Ampho HES 0,48 0,4 0,274" 0,151
Ampho HES 1,00 0,83 2,4520 0,288
(Stammlésung)

*)  Losungen im Uberstand rot gefirbt )
**) Wegen erhohter Viskositit nach Zentrifugieren noch intakte Erythrocyten im Uberstand
mikroskopisch nachweisbar

[0049] Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zeigt die getestete, im Handel erhiltliche Amphotericin B-Desoxycholat-Formu-
lierung bereits bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml im Testansatz unter den obigen Testbhedingungen stark hdmoly-
tische Wirkung. Der Uberstand hatte bei 576 nm eine Extinktion von 2,271 und war stark rot gefrbt.

[0050] Im Vergleich dazu war beim erfindungsgemifen Ampho-HES-Priparat bis zu einer Konzentration von 0,2 mg
Amphotericin B pro ml keine hdmolytische Wirkung zu beobachten. Erst bei einer Konzentration von 0,4 mg/ml war im
Uberstand des Testansatzes im Vergleich mit der Negativkontrolle eine leichte Rotfarbung zu erkennen, was sich auch in
den Extinktionswerten bemerkbar machte. Bei dieser Amphotericin B-Konzentration im Testansatz liegt demnach eine
leichte hdamolytische Wirksamkeit vor. Eine starke hdmolytische Wirksamkeit durch das Testpréparat war bei einer Kon-
zentration von 0,83 mg/ml zu erkennen, wo der Uberstand stark rot gefirbt war. Daneben lieBen sich im Uberstand auch
noch mikroskopisch wenige intakte Erythrocyten nachweisen, die wegen der hohen Viskositit wihrend der Sedimenta-

tionszeit noch nicht ins Pellet sedimentieren konnten.
Beispiel 4
Synthese eines Daunorubicin-HES-Konjugats
[0051] In einem ReaktionsgefdB3 wurden 650 mg (1,5 - 10> Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca.
100%) und 0,8 mg (3,0 - 10~ Mol) Daunorubicin unter denselben Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelas-
sen und wie in Beispiel 2 weiterbehandelt. Auch hier wurde eine reproduzierbare Ausbeute von ca 72% erhalten.
Beispiel 5
Synthese eines Doxorubicin-HES-Konjugats
[0052] In einem ReaktionsgefaB wurden 650 mg (1,5 - 107> Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca.
100%) und 0,8 mg (3,0 - 107® Mol) Doxorubicin unter denselben Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelassen
und wie in Beispiel 2 weiterbehandelt. Die erzielte Ausbeute betrug ebenfalls ca. 70%.

Patentanspriiche

1. Wasserlosliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in Form eines Polysaccharid-Konju-
gats der allgemeinen Formel I
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in welcher bedeuten:

B ein in o-1,4-Verkniipfung verbundenes Polysaccharid, ausgewihlt aus der Gruppe Hydroxymethylstirke, Hy-
droxyethylstiarke, Hydroxypropylstérke, 16sliche Amylose und 16sliches Amylopektin,

R?, R?, R* unabhingig voneinander H oder (CH,),- OH mit n = 1 bis 3 mit den Bedingungen, daf

B Amylose oder Amylopektin ist, wenn R?=R?*=R*=H
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B Hydroxymethylstérke ist, wennn =1,
B Hydroxyethylstirke ist, wenn n = 2, und
B Hydroxypropylstirke ist, wenn n = 3 ist;

P>

I Il
H,CO O
mit R' = H oder OH oder

H 3 C"l:.,..

HO

und

HO

mit der Bedingung, dal wenn

1

7730 CH,
v4 wH
HO

ist, dann ist

3 O CH3

—CH,—R!

oder

H3C—7

30
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A
H3C"l-._" ot OH
HO COOH
H3C""“..
und wenn
. 1
z H;C 0

ist, dann ist

mit R" = H oder OH

wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C; des Aminozuckers des Antibiotikums un-
ter Ausbildung einer Peptidbindung verkniipft ist.

2. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da das Molverhiltnis zwischen dem Antibio-
tikum- und Polysaccharidanteil 1 : 1 ist.

3. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da der Polysaccharidanteil aus Hy-
droxyethylstédrke besteht.

4. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das mittlere Molekularge-
wicht der Hydroxyethylstirke im Bereich zwischen 2000 und 2 - 10° Dalton liegt.

5. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daf8 die Hydroxyethylstérke einen
mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 aufweist.

6. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dal das mittlere Molekularge-
wicht der Hydroxyethylstédrke > 70000 Dalton ist.

7. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 die Hydroxyethylstirke ein
mittleres Molekulargewicht von 130.000 Dalton und einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,1 bis 0,8 auf-
weist.

8. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daBl die Hydroxyethylstédrke einen Substituti-
onsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 aufweist.

9. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Hydroxyethylstirke
ein C,/Cg-Substitutionsverhiltnis im Bereich von 2 bis 12 aufweist.

10. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da die Hydroxyethylstirke ein Cy/Cg-Sub-
stitutionsverhiltnis im Bereich von 5 bis 11 aufweist.

11. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, da die Hydroxyethyl-
stirke unverzweigt in o-1,4-glykosidischer Verkniipfung vorliegt.

12. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dal die Hydroxyethyl-
stirke verzweigt mit a-1,4-glykosidischer Verkniipfung und a-1,6-glykosidischer Verkniipfung vorliegt.

13. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dal das Antibiotikum Am-
photericin B ist.

14. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da das Antibiotikum Dau-
norubicin ist.

15. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da3 das Antibiotikum Do-
xorubicin ist.

16. Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats nach jedem der Anspriiche 1 bis 15,
dadurch gekennzeichnet, das Polysaccharid an seinem reduzierenden Ende in wissriger alkalischer Losung unter
Ausbildung eines Lacton-Rings oxidiert wird und das erhaltene Produkt zusammen mit dem einen Aminozucker
aufweisenden Antibiotikum zur Bildung eines Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats in einem organischen L&-
sungsmittel reagieren gelassen wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB3 die Oxidation des Polysaccharids am reduzierenden
Ende mit J, erfolgt.

18. Verfahren nach den Anspriichen 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, da3 die Kopplung des oxidierten Polysac-
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charids an das Antibiotikum in einem organischen Losungsmittel erfolgt.

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB3 als organisches Losungsmittel Dimethylsulfoxid
eingesetzt wird.

20. Verwendung des Antibiotikum-Derivats geméB Anspruch 13 zur systemischen Behandlung mykotischer Infek-
tionen.

21. Verwendung des Antibiotikum-Derivats geméd Anspruch 14 und/oder 15 zum Einsatz in der Krebstherapie.
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